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ABSTRAKT
Tato bakalářská práce se zabývá vlivem sekvenátorů druhé a třetí generace na cgMLST
analýzu bakteriálního genomu. V teoretické části byly popsány některé sekvenátory druhé
a třetí generace a principy sestavování genomu. V praktické části pak byly použity na-
sekvenované genomy bakterií z FN Brno. Jedná se o genomy šesti bakterií Klebsiella
pneumoniae, které byly nasekvenovány na dvou různých sekvenátorech, Illumina Miseq
a Oxford Nanopore Technologies Minion. Tyto genomy byly sestaveny. Pro cgMLST
analýzu byly vybrány vhodné geny a vyřazeny genomy, které se nepodařilo sestavit v
dostatečné kvalitě. Následně byla cgMLST analýza provedena a výsledky graficky zob-
razeny.
KLÍČOVÁ SLOVA
cgMLST, sekvenace, Illumina, Oxford Nanopore Technologies, sestavení genomu, SPAdes
ABSTRACT
This bachelor thesis is about influence of sequncers of second and third generation
on cgMLST analysis of bacterial genome. In the theoretical section were described
selected sequencers of second and third generation and genome assembly principles.
In the practical part were assembled six genomes of Klebsiella pneumoniae bacteria
from University Hospital Brno. The genomes were sequenced each on two different
sequencers, Illumina Miseq and Oxford Nanopore Technologies Minion. The genomes
were assembled. Suitable genes were selected and insufficient quality genomes removed
for the cgMLST analysis. The cgMLST analysis was performed and the results are shown
in graphs.
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Úvod
V posledních letech výrazně klesá cena sekvenace, tedy čtení sekvence DNA, RNA,
nebo proteinu. S klesající cenou se otevírá mnoho různých možností využití sek-
venace. Jednou z nich je kontrola šíření nakažlivých nemocí, kterou lze provádět
například pomocí cgMLST analýzy. Tato bakalářská práce spočívá ve vytoření lite-
rární rešerše na téma sekvenační technologie druhé a třetí generace a sestavení šesti
genomů bakterie Klebsiella pneumoniae nasekvenovaných na dvou různých platfor-
mách, provedení cgMLST analýzy a grafickém zobrazení výsledků. V první kapitole
je blíže popsán proces sekvenace. Zmíněny jsou sekvenační přístroje druhé a třetí
generace. V druhé kapitole je popsáno, jak lze z dat ze sekvenačních přístrojů sesta-
vovat celé sekvence a popsány, některé programy k tomu určené. Ve třetí kapitole
je popsána typizace. Čtvrtá kapitola se zabývá shlukovacími metodami, vhodnými
ke grafickému znázornění výsledků typizace. V páté kapitole je popsáno provedení
samotné cgMLST analýzy. Šestá kapitola shrnuje dosažené výsledky. [1]
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1 Sekvenace
1.1 Druhá generace sekvenování
Sekvenační přístroje druhé generace (z angl. next-generation) přináší proti sekve-
načním přístrojům první generace dvě zásadní výhody. Těmi jsou výrazné zlevnění
a zrychlení sekvenace. Výhod je dosaženo masivní paralelizací sekvenace. Obecně
poskytují sekvenátory druhé generace poměrně krátká čtení. [2]
1.1.1 Roche 454
Sekvenátory založené na technologii 454 byly první sekvenátory druhé generace.
Sekvenátory využívají pikotitrační destičku s jamkami. Knihovna DNA je připra-
vována fragmentací na fragmenty o délkách několik set bazí. Na konce fragmentů
jsou ligovány adaptory. Na pikotitrační destičce jsou přichystány kapičky vody v
oleji. Kapičky obsahují na povrchu templáty DNA komplementární k adaptorům,
namnožené pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR). Postupně je na pikotitrační
destičku přidán vždy jeden deoxynukleotrifosfát (dNTP), poté je vytvořen snímek
destičky pomocí CCD čipu. Následně je původní dNTP vymyt a proces opakován s
dalším dNTP. Světlo zaznamenávané CCD čipem emituje enzym luciferáza, při kon-
taktu s pyrofosfátem. Pyrofosfát je uvolňován při připojení dNTP do DNA. Enzym
luciferáza je přítomný v jamkách na pikotitrační destičce. Princip fungování tohoto
typu sekvenátorů je znázorněn na obrázku 1.1. [3, 4]
1.1.2 Illumina
Firma Illumina využívá reverzibilních terminátorů. Dvouvláknová DNA je nej-
prve naštěpena, následně jsou na její konce ligovány adaptory a je denaturována
na jednovláknovou DNA. Jednovláknová DNA je navázána na skleněnou destičku s
přichycenými úseky DNA komplementárními k adaptorům. Poté je provedena PCR,
čímž jsou vytvořeny shluky stejných úseků jednovláknové DNA. Reverzní vlákna
jsou následně odstraněna. Proces pokračuje čtením syntézou. V každém kroku je
přidána polymeráza a všechny čtyři deoxynukleotidy s reverzibilním terminátorem
sloužícím zároveň jako barevné značení. Po excitaci laserem je detekováno emitované
světlo, kde každý z deoxynukleotidů je značen jinou vlnovou délkou. Terminátory
jsou odstraněny a následuje další cyklus. Přístroje této firmy jsou schopny osekve-
novat maximálně 300 bazí z každé strany fragmentu nukleové kyseliny. Výhodou
této platformy je vysoká přesnost. Kroky běhu sekvenátorů od firmy Illumina jsou
znázorněny na obrázku 1.2. [6, 7]
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Obr. 1.1: Princip fungování sekvenátorů Roche 454. Převzato z [5]
1.2 Sekvenační přístroje třetí generace
1.2.1 PacBio
Sekvenátor firmy Pacific Biosciences produkuje čtení o průměrné délce přes 2500
bp a delší čtení mohou dosahovat délek přes 10 000 bp. Nevýhodou je až 15 %
chybovost u dlouhých čtení. Chybovost může být výrazně snížena metodou "circular
consensus sequencing". [9, 10]
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Obr. 1.2: Princip fungování sekvenátorů firmy Illumina. Převzato z [8]
1.2.2 Oxford Nanopore
Firma Oxford Nanopore Technologies využívá měření změny velikosti elektrického
proudu protékajícího nanopórem, když je nanopórem protahována DNA. Sekveno-
vací jednotka sestává z nevodivé membrány, ve které jsou umístěny nanopóry. Na
membráně je elektrické napětí a zařízení měří proud protékající z jedné strany na
druhou. Na nanopór nasedá protein s uchycenou DNA. Protein zajišťuje přenos
DNA k nanopóru a zároveň reguluje rychlost průchodu DNA nanopórem. Výstu-
pem je velikost elektrického proudu v čase, ze které je následně dopočítáno pořadí
bazí. Velikost elektrického proudu v čase je ukládána v souborech s příponou .fast5.
Sekvenátor má 512 kanálů a může tedy sekvenovat až 512 molekul DNA současně. V
každém kanálu jsou čtyři nanopóry, DNA však vždy prochází jen jedním. Délka čtení
je maximálně několik set tisíc párů bazí, tato výhoda je vykoupena poměrně nízkou
přesností v rozmezí 65 - 88 %. Průběh sekvenace tímto sekvenátorem je znázorněn
na obrázku 1.3. [11, 12]
12




Sestavování genomu (z angl. genome assembly) je proces, při kterém skládáním
čtení ze sekvenátoru získáváme buď sekvenci celého genomu, nebo několik delších
sekvencí, nazývaných kontigy. U kontigů nejsme schopni určit, v jakém pořadí se
za sebou vyskytují a jak velké mezery mezi nimi jsou. Víme jen, že se někde v ge-
nomu nacházejí. Sestavování genomu můžeme provádět dvěma základními způsoby,
a to de novo nebo k mapováním k referenční sekvenci. Výhodou skládání de novo
je, že nepotřebujeme referenční sekvenci, nevýhodou jsou komplikace při dlouhých
repetitivních úsecích, zejména pokud použijeme sekvenátor druhé generace, který
produkuje krátká čtení. Další možností je použití hybridního sestavování, tedy vyu-
žití dat z různých generací sekvenátorů. [2]
2.1 Eliminace špatných čtení počítáním k-merů
Sekvenátory druhé generace dosahují poměrně vysoké přesnosti čtení, i přesto
potřebujeme eliminovat chybně přečtené báze, aby bylo možné složit genom. Jedno-
duchým způsobem detekování chybných čtení je počítání k-merů.
K-mer je podřetězec sekvence DNA nebo RNA o délce k. Sekvence ACGT má
tedy tři 2-mery AC, CG, GT, dva 3-mery ACG a CGT a jeden 4-mer ACGT.
Nejprve si stanovíme k, které chceme pro eliminaci použít. Následně vytvoříme
tabulku četnosti jednotlivých k-merů. Každý fragment přečtený sekvenátorem roz-
ložíme na k-mery. Následně vezmeme každý k-mer, není-li v tabulce četnosti k-
merů, přidáme jej do ní, v opačném případě inkrementujeme jeho četnost v tabulce.
Když máme tabulku sestavenou, stanovíme si minimální přípustnou četnost k-meru.
Fragmenty obsahující k-mery s menší než minimální přípustnou četností byly velmi
pravděpodobně chybně přečteny sekvenátorem. [2]
2.2 De Bruijnovy grafy
De Bruijnovy grafy jsou orientované. Pokud sestavujeme sekvence pomocí de Bru-
ijnových grafů, využijeme nejprve rozložení fragmentů na k-mery. Potom pro každý
k-mer vytvoříme jeden vrchol, bez ohledu na celkový počet k-merů v souboru frag-
mentů. Pokud prvních k-1 znaků na konci jednoho k-meru je shodných s k-1 znaky
na začátku druhého k-meru, vedeme hranu z vrcholu odpovídajícímu prvnímu k-
meru do vrcholu odpovídajícímu druhému k-meru. Při hledání výsledné sekvence
hledáme takovou cestu, abychom prošli v kuse každé čtení. [13, 14]
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2.3 OLC
Metoda Overlap layout consensus sestává ze tří kroků. Prvním je vytvoření grafu
překryvu čtení, druhým vyhledání kontigů v grafu a třetím určení sekvencí kontigů.
K sestavení grafu překryvu čtení může být využit například suffixový strom nebo
dynamické programování. Graf překryvů je orientovaný a jeho hranám jsou přiřazeny
váhy. Vrcholy grafu překryvů jsou jednotlivá čtení. Pokud se dvě čtení překrývají v
délce delší, než je daný požadovaný limit, jsou propojeny hranou, jejíž váha odpovídá
délce překrytí. Po sestavení grafu jsou odstraňovány nepotřebné hrany. Nepotřebné
hrany jsou ty, které lze dovodit z tranzitivity velkých překryvů. Dovození funguje
tak, že pokud čtení A překrývá čtení B překryvem délky x, čtení B překrývá čtení
C překryvem délky y a zároveň délka b čtení B je menší než x + y, pak čtení A
překrývá čtení B s překryvem délky alespoň x + y - b. Po odstranění nepotřebných




St. Petersburg genome assembler, neboli SPAdes, je assembler pro de novo sesta-
vování využívající de Bruijnových grafů. Umožňuje sestavení genomů sekvenovaných
na sekvenátorech druhé generace nebo hybridní skládání, tedy s využitím dat ze sek-
venátorů druhé i třetí generace současně. [14, 16]
2.4.2 Burrows Wheeler aligner
Burrows Wheeler Aligner (BWA) je balík softwaru určený k zarovnávání sekvencí
k referenčnímu genomu. Sestává ze tří algoritmů - BWA-backtrack, BWA-SW a
BWA-MEM. Algoritmus BWA-backtrack je určen k zarovnávání sekvencí o délce do
100 bp. Zbylé dva algoritmy jsou určeny k zarovnávání bazí o délce 70 bp až 1 Mbp.
V této práci byl využit alogoritmus BWA-MEM, který je oproti BWA-SW novější a
je doporučen pro skládání dat z platformy Illumina. Výstupem je soubor s příponou
sam. [17]
2.4.3 Guppy
Guppy je toolkit vydaný Oxford Nanopore Technologies, který slouží k basecal-
lingu a dalšímu zpracování dat ze sekvenátorů této firmy. Toolkit Guppy lze využit
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kromě basecallingu také k demultiplexaci a skládání k referenci. Pro basecalling
využívá Guppy rekurentní neuronové sítě. [18]
2.5 Hodnocení kvality sestavení
V tomto odstavci jsou čísla v rozmezí 0 až 100 označena písmenem x. Velmi
používaným parametrem je Nx (např. N50) výpočet lze provést tak, že jsou seřazeny
kontigy od nejdelšího po nejkratší a zapsány je za sebe. Poté je z výsledného řetězce
ponecháno jen prvních x procent. Délka nejkratšího kontigu obsaženého v tomto
začátku řetězce je parametr Nx. Dalším parametrem je NGx. K výpočtu tohoto
parametru je třeba znát referenční genom. Parametr lze vypočíst obdobně jako Nx
popsaný výše. Jediný rozdíl ve výpočtu je, že z řetězce seřazených kontigů není
ponecháno prvních x procent délky řetězce, ale prvních x procent délky referenčního
genomu. Při znalosti referenčního genomu je možné spočítat počet indelů na 100kb
oproti referenci. Lze také porovnávat délku nejdelších kontigů, kde platí, že delší
kontig je lepší. Je možné spočítat kontigy, které nejde vhodně zarovnat k referenci,
kde je požadováno co nejméně takovýchto kontigů. Rovněž je možné počítat kontigy,
které lze v referenci zarovnat na několik míst stejně dobře, kde je opět žádoucí co
nejmenší počet. Pokud jsou při sestavování známy geny, u kterých lze očekávat, že
budou v genomu obsaženy, lze počítat počet genů, které se v sestavení nachází. [26]
Jedním z programů složících k hodnocení kvality sestavení je QUAST. Dokáže
vypočítat mimo jiné parametry popsané výše. Program také dokáže vykreslit různé
grafy například graf parametru Nx, popsaného výše, kde na vodorovné ose je hodnota
x a na svislé Nx. QUAST má i webové rozhraní. [26]
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3 Typizace
Typizací rozumíme charakterizaci izolátů na nižší úrovni, než je rozlišení na druhy
nebo poddruhy. Typizovat bakterie je vhodné abychom mohli monitorovat šíření
nemocí a díky tomu šíření snadněji bránit. Metody typizace můžeme rozdělit do tří
hlavních skupin. Těmi jsou metody založené na PCR, metody založené na analýze
fragmentů DNA a metody založené na celogenomovém sekvenování (WGS). [1]
V současné době se díky rychlému vývoji sekvenátorů a poklesu ceny sekvenace a
rozvoji bioinformatického softwaru do popředí dostávají metody založené na WGS.
Pro typizaci bakterií jsou nejčastěji využívány metoda core genome multilokusová
sekvenční typizace (cgMLST, z angl. core genome multilocus sequence typing) a
metoda jednonukleotidových variací (SNV z angl. single nucleotide variant). [1, 19]
Metoda cgMLST spočívá ve vyhledání referenčních genů, a očíslování alel genů.
Příbuznost organismů je pak dána počtem stejných nebo různých genů. Seznamy
referenčních genů jsou volně dostupné v internetových databázích. Tato metoda se
vyznačuje vysokou přesností a velmi dobrou přenositelností výsledků mezi labora-
tořemi. [1]
Metoda SNV je založena na mapování čtení nebo sestavených kontigů k referenční
sekvenci. Tato metoda dosthuje ještě vyšší senzittivity než cgMLST. Data získaná
metodou SNV, jsou však výrazně hůře porovnatelná mezi laboratořemi než u cg-
MLST. Proto je vhodná zejména pro malé analýzy. [1, 19]
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4 Shlukovací metody
Shlukovací metody slouží k vyhledávání skupin, tedy shluků podobných objektů.
Můžeme je dělit na hierarchické a nehierarchické. Hierarchické shlukovací metody
vytváří nové shluky ze shluků dříve vytvořených, nehierarchické shlukovací metody
vytváří všechny shluky současně. Významnou skupinou hierarchických shlukovacích
metod jsou Aglomerativní shlukovací metody, na které je tento popis shlukovacích
metod zaměřen. [33, 34, 35]
4.1 Aglomerativní hierarchické shlukovací metody
Aglomerativní hierarchické shlukovací metody se vyznačují tím, že v prvním kroku
algoritmu má každý vstupní prvek svůj vlastní shluk. Tyto shluky jsou pak spojo-
vány. [33]
Aglomerativní hierarchické shlukovací metody popsané v této práci jsou si vzá-
jemně velmi podobné, liší se pouze ve způsobu, kterým jsou v každém kroku pře-
počteny vzdálenosti mezi shluky. Proto je v následujících dvou odstavcích popsána
jejich společná sturktura a dále v textu přepočty vzdáleností shluků pro jednotlivé
algoritmy. [33]
4.1.1 Společná struktura
Vstupem algoritmu je matice vzdáleností mezi prvky. V této bakalářské práci jsou
prvky genomy. Algoritmus využívá matice vzdáleností mezi shluky, kterou průběžně
aktualizuje. Na začátku obsahuje každý shluk právě jeden prvek a matice vzdáleností
shluků je shodná s maticí vzdáleností prvků. [33, 34]
V každém kroku algoritmu jsou vybrány dva shluky s nejmenší vzájemnou vzdá-
leností a sloučeny v jeden shluk. Do matice s výsledky je zapsáno, které dva shluky
byly v tomto kroku spojeny a jejich vzájemná vzdálenost. Následně je přepočtena
matice vzdáleností shluků. Vzájemné vzdálenosti shluků které nebyly v tomto kroku
slučovány zůstávají zachovány, nově vypočteny jsou pouze vzdálenosti nově slouče-
ného shluku se všemi ponechanými shluky. Krok je opakován dokud nejsou všechny
prvky v jednom společném shluku. [33, 34]
4.1.2 UPGMA
Zkratka UPGMA znamená unweighted pair group method with arithmetic mean,
tedy nevážená párová shlukovací metoda využívající aritmetický průměr. V algo-
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ritmu UPGMA je nová vzdálenost dvou shluků A a B definována jako nevážený
aritmetický průměr všech vzdáleností dvojic prvků a a b takových, že genom a ná-
leží do shluku A a prvek b náleží do shluku B. [33, 36]
Při slučování větších shluků je výpočetně neefektivní počítat průměr mnoha vzá-
jemných vzdáleností prvků. Uvažme shluk A vzniklý spojením shluků X, Y, u kterého
počítáme jeho vzdálenost od shluku B. Stejného výsledku jako průměrováním vzdá-
leností prvků dle předchozího odstavce můžeme dosáhnout také tak, že vezmeme
vzdálenost shluků X a B a vzdálenost shluků Y a B a uděláme jejich průměr vážený
velikostmi shluků X a Y. Takto počítá shluky například funkce linkage ze softwa-
rového balíku scipy, která byla využita v této práci. Výpočet vzdálenosti je popsán
vzorcem níže. Počet prvků shluku Z v něm zančíme |Z|. [33]
𝑑(𝐴, 𝐵) = 𝑑(𝑋, 𝐵) · |𝑋| + 𝑑(𝑌, 𝐵) · |𝑌 |
|𝑋| + |𝑌 |
4.1.3 Metoda nejvzdálenějšího souseda
Metoda nejvzdálenějšího souseda vypočítává novou vzdálenost dvou shluků A a
B jako maximum všech vzdáleností dvojic prvků a a b takových, že prvek a náleží
do shluku A a prvek b náleží do shluku B. [33]
4.2 Nehierarchické shlukovací metody
4.2.1 K-means
Shlukovací metoda K means dostává na vstupu množinu vektorů a počet shluků,
který je třeba vytvořit. Nejprve je třeba zvolit počáteční pozice centroidů. Ty mo-
hou být zvoleny náhodně, může být využito apriorních zanlostí o vstupních datech,
nebo lze využít algoritmy, které počáteční pozice centroidů odhadnou. Dále probíhá
výpočet iterativně. Všechny vektory jsou přiřazeny nejbližšímu centroidu. Následně
jsou vypočteny nové centroidy jako geometrické středy shluků. Tyto dva kroky se
opakují tak dlouho, dokud po aktualizaci pozic centroidů není žádný vektor, který
by změnil svůj shluk. [37, 38, 39]
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5 cgMLST analýza
K provedení cgMLST analýzy je třeba nejprve z nasekvenovaných dat sestavit
bakteriální genomy. V této práci byla použita sekvenační data z platforem Illu-
mina Miseq a Oxford Nanopore Technologies Minion. Data z Illumina Miseq byla
sestavena jak způsobem de novo pomocí assembleru SPAdes, verzí 3.14.0 [16], tak
zarovnáním k referenci pomocí BWA aligneru, verzí 0.7.3 [17]. Data z ONT Minion
byla sestavena de novo assemblerem Flye, verzí 2.8 [28]. Dále je třeba zkontrolovat
kvalitu sestavených genů.
Po sestavení genomů byly staženy z internetové databáze referenční alely pro
cgMLST analýzu. Alely byly vyhledány programem BLAST, verzí 2.2.27, určeny a
jejich porovnáním byla vytvořena matice vzdáleností.
Z této matice vzdáleností pak byly vytvořeny grafy umožňující snadnou interpre-
taci výsledků analýzy.
5.1 Sestavování genomů
Sestavování genomů s využitím dat nasekvenovaných na platformě Illumina bylo
provedeno dvěma různými způsoby. Způsobem de novo s využitím assembleru SPA-
des a skládáním k referenci s využitím aligneru BWA. Nejprve byla čtení vložena
do programu FastQC, verze 0.11.9, pomocí kterého byla ohodnocena jejich kvalita.
Sledované parametry byly pokrytí referenčního genomu, kvalita mapování k refe-
renčnímu genomu a podíl cytosinu a guaninu. Bylo zjištěno, že čtení jsou vhodná k
sestavení. [16]
Při sestavování k referenci byly dále odstřiženy adaptory pomocí programu Tri-
mmomatic [23]. Poté byly pomocí BWA aligneru [24] vytvořeny soubory formátu
SAM. Ty byly programem Samtools [20, 22] převedeny na formát BAM. Poté bylo
provedeno hodnocení kvality zarovnání pomocí programu Qualimap [25]. Následně
byla pomocí Samtools odstraněna čtení, která byla buď nenamapována, nebo nebylo
druhé čtení z páru namapováno na odpovídající pozici. Následně byl soubor formátu
BAM převeden pomocí BCFtools na formát VCF a z toho byla pomocí vcfutils [21]
vytvořena konsensuální sekvence ve formátu FASTQ. Z té byl pomocí programu
seqtk vytvořen soubor FASTA a to tak, že báze s PHRED skóre větším než 20 byly
ponechány, ostatní byly označeny za neurčené nahrazením N.
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Sestavování de novo bylo provedeno s využitím programu SPAdes[16], spuštěného
s parametrem –isolate. Program SPAdes provedl jak korekci chybných čtení pomocí
Bayeshammer, tak následné sestavení genomů. Kvalita výsledného sestavení byla
hodnocena programem Quast. [26]
Sestavování dat z přístroje MinION probíhalo s využitím programů Guppy[18] a
Flye [28]. Program Guppy byl využit k basecallingu a demultiplexaci. K následnému
složení genomů byl využit program Flye. Hodnocení kvality sestavených genomů
proběhlo s využitím programu Quast. [26]
5.2 Hodnocení kvality
5.2.1 Hodnocení čtení z Illumina Miseq pomocí FastQC
Kvalita všech čtení ze sekvenátoru Illumina Miseq byla ohodnocena programem
FastQC[27], konkrétně jeho webovou verzí. Byly sledovány zejména parametry kva-
lita sekvence podle bazí, skóre kvality sekvence podle bazí a přítomnost adaptorů.
Byla potvrzena vhodnost všech vzorků pro sestavení a přítomnost adaptorů v ně-
kterých vzorcích. Z přítomnosti adaptorů plyne potřeba jejich odstranění.
Na obrázku 5.1 je zobrazen graf rozložení PHRED skóre na dané pozici ve všech
čteních. Na ose x je pořadí báze ve čtení, na ose y pak PHRED skóre. Červená
čára označuje mediánové PHRED skóre na dané pozici, modrá čára reprezentuje
průměrné PHRED skóre na dané pozici. Žlutý box ohraničuje PHRED skóre dvou
vnitřních kvartilů, černé linky pak oddělují horní a dolní decil.
Obrázek 5.2 představuje graf rozložení podílu cytosinu a guaninu ve čtení. Na
ose x je podíl cytosinu a guaninu, tedy součet výskytu bazí cytosin a guanin, vydě-
lený celkovou délkou čtení, vyjádřený v procentech. Na ose y je pak počet čtení s
odpovídajícím podílem cytosinu a guaninu.
Na obrázku 5.3 je graf znázorňující přítomnost adaptorů.
5.2.2 Hodnocení kvality zarovnání k referenci programem Qua-
limap
Program Qualimap [25]byl využit k hodnocení kvality zarovnání k referenci. Na
obrázku 5.4 lze vidět graf pokrytí referenčního genomu čteními jednotlivých vzorků.
Na ose x je pozice v referenčním genomu, na ose y pokrytí čteními daného vzorku.
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Obr. 5.1: Graf PHRED skóre v závislosti na pořadí báze ve čtení
Obr. 5.2: Graf znázorňující procento guaninu a cytosinu ve čteních
Dalšími hodnocenými parametry byly průměrné pokrytí a procento guaninu a cyto-
sinu. Všechny genomy složené k referenci byly vyhodnoceny jako vhodné pro další
analýzu.
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Obr. 5.3: Graf zázorňující přítomnost adaptorů ve čteních.
Obr. 5.4: Graf pokrytí referenčního genomu
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5.2.3 Hodnocení kvality skládání de novo programem Quast
Program Quast [26] byl použit k hodnocení kvality skládání de novo a to jak u ge-
nomů poskládaných ze čtení z Illumina Miseq, tak u genomů poskládaných ze čtení
z Oxford Nanopore Technologies MinION. Hodnocenými parametry byly například
N50, L50 a počet kontigů. V grafu na obrázku 5.5 lze vidět součet délky nejdelších
x kontigů v závislosti na x pro jednotlivé genomy sestavené programem Flye [28]
ze čtení z Oxford Nanopore Technologies MinION. V grafu na obrázku 5.6 pak lze
vidět stejný parametr pro genomy sestavené pomocí programu SPAdes [16] z dat
ze sekvenátoru Illumina Miseq. Na základě tohoto hodnocení kvality, zejména grafu
5.5 byly vyřazeny z další analýzy genomy KP1268 a KP268 sestavené ze čtení sekve-
nátoru Oxford Nanopore Technologies MinION. Všechny genomy sestavené pomocí
programu SPAdes s využitím čtení ze sekvenátoru Illumina Miseq byly vyhodnoceny
jako vhodné pro další analýzu.
Obr. 5.5: Součet délek nejdelších x kontigů pro sesavení s využitím dat z Oxford
Nanopore Technologies MinION
5.3 Vytvoření matice vzdáleností
Část analýzy, ve které jsou v již sestavených genomech nalezeny referenční alely,
vybrány vhodné geny a vytvořena matice vzdáleností je znázorněna blokovým sché-
matem na obrázku 5.7.
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Obr. 5.6: Součet délek nejdelších x kontigů pro sestavení s využitím dat z Illumina
Miseq
Vstupy algoritmu jsou sestavené genomy, jejichž získání bylo popsáno výše a re-
ferenční alely stažené z internetové databáze. [30, 31, 32]
5.3.1 Vyhledání referenčních genů v genomech
Nejprve bylo třeba vytvořit databáze pro program BLAST. Následně byl program
BLAST spuštěn tak, že vyhledával všechny referenční alely všech referenčních genů
ve všech sestavených genomech. Poté byla pro každou dvojici sestaveného genomu a
referenčního genu vybrána a ponechána nalezená alela s nejvyšším bit score, ostatní
nalezené alely nebyly dále využity. Byly vypočteny délky nalezených referenčních
alel.
5.3.2 Výběr alel vhodné kvality
Následně bylo třeba vybrat alely, které se dostatečně shodovaly s referenčními.
Byla využita dvě kritéria, počet neshodných nukleotidů a rozdíl délek nalezené alely
a referenční alely. Aby byla kritéria správně nastavena, bylo pro několik dvojic ma-
ximálního počtu neshodných nukleotidů a maximálního rozdílu délek referenční a
nalezené alely vypočteno, kolik alel by danou dvojici kritérií splňovalo v každém
genomu, a kolik genů by po vyřazení alel nesplňujících kritéria bylo nalezeno ve
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Obr. 5.7: Blokové schéma znázorňující postup pro porovnání genomů
všech genomech sestavených daným assemblerem. Výsledky byly zaneseny do tabu-
lek, jedné pro každý assembler.
Bylo zjištěno, že pro genomy sestavené assemblery BWA a SPAdes není třeba po-
volovat žádné neshodné nukleotidy ani žádný rozdíl délek nalezené a referenční alely.
I po vyřazení všech alel, které se přesně neshodovaly s referenčními zbyl dostatek
genů pro provedení kvalitní analýzy. V analýze genomů sestavených assemblerem
SPAdes, bylo pro analýzu ponecháno 2333 genů z původních 2358, u genomů sesta-
vených assemblerem BWA bylo ponecháno 987 genů.
Pro genomy sestavené assemblerem Flye byla situace odlišná. Pokud by byly po-
nechány jen přesně nalezené alely a vyřadili všechny geny, kde u některého z genomů
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nebyla alela nalezena v dostatečné kvalitě, stejně jako u ostatních assemblerů, zbylo
by pro cgMLST analýzu z původních 2358 genomů jen 72. To by bylo pro prove-
dení kvalitní analýzy zcela nedostatečné. Dále bylo zjištěno, že v genomu vzorku
EB360 sestaveném pomocí Flye, bylo výrazně méně kvalitních alel, než v ostatních
genomech sestavených tímto assemblerem. Toto zjištění koresponduje s výsledky
hodnocení sestavených genomů.
V následujících tabulkaách značí podmínka 1 požadavek, aby v nalezené alele
nebyly žádné mismatche a délka se přesně shodovala s délkou referenční alely. Pod-
mínka 2 značí požadavek, aby v nalezené alele byl maximálně jeden mismatch a
zachování požadavku na shodnost délek alel. Podmínka 3 povoluje až tři mismatche
a rozdíl délek nalezené a referenční alely maximálně jedna. Podmínka 4 pak dooluje
až pět mismatchů a rozdíl délek nalezené a referenční alely také až pět.
Tab. 5.1: Tabulka počtu kvalitních alel v závislosti na toleranci pro genomy sestavené
assemblerem Flye
Podmínka 1 Podmínka 2 Podmínka 3 Podmínka 4
EB359 546 772 1309 1746
EB360 285 437 763 1133
KP1174 1124 1512 2038 2268
KP1278 1289 1604 2090 2286
všechny 72 134 409 823
Tab. 5.2: Tabulka počtu kvalitních alel v závislosti na toleranci pro genomy sestavené
assemblerem SPAdes
Podmínka 1 Podmínka 2 Podmínka 3 Podmínka 4
EB359 2352 2352 2352 2352
EB360 2350 2350 2353 2353
KP1174 2355 2355 2356 2356
KP1268 2352 2352 2355 2356
KP1278 2356 2356 2357 2357
KP268 2355 2355 2355 2356
všechny 2333 2333 2338 2340
Tab. 5.3: Tabulka počtu kvalitních alel v závislosti na toleranci pro genomy sestavené
assemblerem BWA
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Podmínka 1 Podmínka 2 Podmínka 3 Podmínka 4
EB359 1024 1580 2071 2248
EB360 2317 2321 2329 2340
KP1174 2310 2324 2331 2337
KP1268 2296 2310 2322 2331
KP1278 2326 2335 2336 2343
KP268 2283 2317 2325 2335
všechny 987 1530 2016 2204
Kvůli nekvalitně sestavenému vzorku EB360 byla analýza genomů sestavených s
pomocí assembleru Flye dále rozdělena na dvě. V jedné jsou dále analyzovány jen ge-
nomy EB359, KP1174 a KP1278, ve druhé je spolu s nimi ponechán i genom EB360.
Samotné vyřazení nejméně kvalitního genomu však nestačilo k získání dostatečného
množství alel, v obou analýzách bylo třeba nastavit kritéria kvalitní alely benevo-
lentněji, než u předchozích assemblerů. Pro analýzu se třemi genomy byla použita
podmínka 3, byly tedy povoleny maximálně tři rozdílné nukleotidy a rozdíl délek
referenční a nalezené alely maximálně jedna. Pro analýzu se čtyřmi genomy byla
použita podmínka 4, tedy bylo povoleno až pět rozdílných nukleotidů a rozdíl délek
referenční a nalezené alely také maximálně pět. Takto zbylo v analýze tří genomů
1060 alel a v analýze čtyř genomů 823 alel.
5.3.3 Výpočet matice vzdáleností
Následoval výpočet matice vzdáleností. Vzdálenost dvou genomů byla vypočtena
porovnáváním nalezených referenčních alel. Za každý gen u kterého byly ve dvou
genomech nalezeny různé alely byla vzdálenost těchto dvou genomů zvětšena o jedna.
Výsledkem jsou celá čísla v rozmezí 0 až počet genů použitých pro analýzu daných
genomů.
5.4 Grafické zobrazení výsledků
Z tabulek vzdáleností byly vykresleny minimální kostry grafu (MST z angl. mi-
nimum spanning tree) a dendrogramy metodami UPGMA a shlukováním nejvzdá-
lenějšího souseda. Jak již bylo zmíněno v kapitole 5.3.2, pro assembler Flye byly
provedeny dvě analýzy, jedna se třemi vzorky, využívající více referenčních genů,
druhá se čtyřmi vzorky.
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6 Zhodnocení výsledků
Minimální kostry grafů vzdáleností genomů sekvenovaných na platformě Illumina,
sestavovaných assemblery SPAdes, v grafu 6.1 a BWA, v grafu A.1, se liší jen vzdále-
nostmi mezi genomy, nikoliv uspořádáním genomů v grafu. Výsledek odpovídá tomu,
že genomy sestavené assemblerem SPAdes, se dobře shodují s genomy sestavenými
assemblerem BWA. Genomy nasekvenované na platformě Oxford Nanopore Tech-
nologies MinION (ONT), nebyly všechny sestaveny v dostatečné kvalitě a proto na
nich byly provedeny dvě analýzy, jedna se třemi a druhá se čtyřmi genomy. U MST
genomů nasekvenovaných na platformě ONT, v grafech A.2 a A.3, nemůžeme určit
jestli si vzájemně odpovídají, protože v analýze na čtyřech genomech má ke všem
ostatním genomům nejblíže genom EB360, který se u analýzy na třech genomech
nevyskytuje. Při porovnání MST genomů sestavených z dat sekvenovaných na plat-
formě Illumina a MST genomů sestavovaných z dat z ONT je patrné, že si grafy
navzájem neodpovídají.
U analýz UPGMA na grafech 6.2, A.4, A.5, A.6 a shlukováním meotdou nejvzá-
lenějšího souseda na grafech 6.3, A.7, A.8, A.9je patrné, že si dendrogramy neodpo-
vídají ani v rámci dat z jedné sekvenační platformy, natož pak napříč platformami.
Příčina, proč si analýzy neodpovídají je nejlépe patrná v MST genomů sestavených
assemblerem SPAdes na grafu 6.1. Hned tři nejmenší vzdálenosti genomů (EB359-
KP1278, EB360-KP1278, KP268-KP1278) se vzájemně liší maximálně o jednu alelu.
Čtvrtá nejmenší vzdálenost (KP1174-KP1278) se od nich liší maximálně o tři alely.
Vzdálenosti jsou si tedy velmi podobné. Dendrogramům vytvořeným hierarchickými
shlukovacími metodami je proto třeba nepřikládat příliš velkou váhu. Pokud bychom
nalezli jen o několik genomů více, nebo méně, nebo bychom určili některé alely
špatně, je velmi pravděpodobné, že by výsledné dendrogramy byly jiné.
Na MST genomů sestavených assemblerem BWA, zobrazeném na grafu A.1, jsou
rozdíly mezi vzdálenostmi genomů o něco vyšší. Stále jsou však poměrně malé a
dendrogramům vytvořeným z těchto genomů je také třeba nepřikládat příliš velkou
váhu. V MST analýzy čtyř genomů sestavených pomocí assembleru Flye, je patrné,
že nejmenší vzdálenost mezi genomy není unikátní. Vzdálenost 142 mají jak KP1278
s EB360, tak KP1174 s EB360. Je tedy zřejmé, že již první krok metody UPGMA
i metody nejvzdálenějšího souseda není jednoznačný.
V dendrogramech vytvořených hierarchickými shlukovacími metodami tedy nejsou
patrné výrazné podobnosti a z MST vykazují výraznou vzájemnou podobnost jen
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Obr. 6.1: Minimální kostra grafu vzdáleností genomů sestavených assemblerem SPA-
des
MST genomů sestavených assemblerem SPAdes a MST z genomů sestavených as-
semblerem BWA. Všechny metody však dospěly ke společnému závěru, že vzorky si
nejsou vzájemně geneticky podobné a nelze v nich pozorovat jednoznačné shluky.
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Obr. 6.2: Dendrogram vytvořený metodou UPGMA z genomů sesavených assemble-
rem SPAdes




V teoretické části práce byla popsána sekvenace genomu a vybrané sekvenační
přístroje. Ze druhé generace sekvenátorů jsou v práci obsaženy platformy Roche 454
a Illumina. Ze třetí generace sekvenátorů jsou pak popsány přístroje firem Paci-
fic biosciences a Oxford Nanopore Technologies. Dále bylo v teoretické části práce
popsáno sestavování genomů, Debruijnovy grafy a metoda OLC.
Z obdržených sekvenačních dat šesti různých bakterií Klepsiella pneumoniae sek-
venovaných na dovu platformách, konkrétně Illumina Miseq a Oxford Nanopore
Technolgies MinION byly sestaveny genomy. S využitím dat z přístroje Illumina
Miseq byly genomy sestaveny dvěma různými způsoby a to de novo a skládáním
k referenci. Čtení ze sekvenátoru MinION byly využity pouze k sestavení de novo.
Dále byla zhodnocena kvalita sestavení s využitím programů FastQC[27], Quast[26]
a Qualimap[25]. Dva genomy musely být na základě tohoto hodnocení kvality vyřa-
zeny z další analýzy.
Dále byl navržen a implementován algoritmus pro vyhledávání genů, který vyu-
žívá programu BLAST. Byly vybrány geny nalezené v dostatečné kvlaitě a provedena
cgMLST analýza. Výsledky byly graficky zobrazeny a to s využitím minimálních kos-
ter grafů vzdáleností a shlukových analýz vytvořených metodou UPGMA a metodou
nejvzálenějšího souseda.
Vzájemně si odpovídaly vykreslení MST u genomů sestavených assemblery SPAdes
a BWA. Vzdálenosti genomů byly mezi sebou velmi podobné a proto je výsledkem
analýzy, že vzorky nelze jednoznačně rozdělit do dobře vypovídajících shluků.
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Seznam symbolů, veličin a zkratek
bp pár bazí
BWA aligner Burrows-Wheeler
CCD zařízení s vázanými náboji
DNA deoxyribonukleonová kyselina
dNTP deoxynukleotrifosfát
cgMLST core genome multilokusová sekvenční typizace
MLST multilokusová sekvenční typizace
OLC metoda překrytí, rozložení a shody (angl. Overlap layout consensus)
PCR polymerázová řetězová reakce
SMRT jednomolekulární v reálném čase
SNP jednonukleotidový polymorfismus
SNV jednonukleotidová variace
UPGMA metoda neváženého párování s aritmetickým průměrem
WGS celogenomové sekvenování
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A Grafické vykreslení výsledků ccgMLST ana-
lýzy pro genomy sestavené assemblery BWA
a Flye
Obr. A.1: Minimální kostra grafu vzdáleností genomů sestavených assemblerem
BWA
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Obr. A.2: Minimální kostra grafu vzdáleností genomů sestavených assemblerem Flye
Obr. A.3: Minimální kostra grafu vzdáleností genomů sestavených assemblerem Flye
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Obr. A.4: Dendrogram vytvořený metodou UPGMA z genomů sestavených assem-
blerem BWA
Obr. A.5: Dendrogram vytvořený metodou UPGMA z genomů sestavených assem-
blerem Flye
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Obr. A.6: Dendrogram vytvořený metodou UPGMA z genomů sestavených assem-
blerem Flye
Obr. A.7: Dendrogram vytvořený metodou nejvzálenějšího souseda z genomů sesta-
vených assemblerem BWA
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Obr. A.8: Dendrogram vytvořený metodou nejvzálenějšího souseda z genomů sesta-
vených assemblerem Flye
Obr. A.9: Dendrogram vytvořený metodou nejvzálenějšího souseda z genomů sesta-
vených assemblerem Flye
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B Obsah přiloženého ZIPu
V přiloženém zipu jsou jak skripty využité pro sestavování genomů, tak skripty
využité pro následnou cgMLST analýzu.
/
BASECALLING_A_ASSEMBLY
blast_master2.sh
blast_slave.sh
flye_extract_results.sh
flye_master.sh
flye_slave.sh
guppy_alt.sh
readme.txt
spades_master1.sh
spades_slave1.sh
cgMLST
calculate_distance_matrix.py
clustering_and_plotting2.py
create_blast_database.sh
find_best_alleles.py
find_sufficient_quality_alleles.py
make_mmld_table.py
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